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Abstract 
Viene presentato in questo articolo il lavoro di collaborazione tra CISI e CILEA riguardante la simulazione del 
folding di peptidi. Si delineano gli scopi della ricerca, i primi risultati e gli sviluppi futuri della collaborazione.  
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Il CILEA ha recentemente avviato un’intensa  
collaborazione con il Centre for Bio-molecular 
Interdisciplinary Studies and Industrial 
Applications (CISI)[1] dell’Università di Milano 
riguardante applicazioni di supercalcolo alle 
biotecnologie. 
Il CISI, riconosciuto Centro di Eccellenza dal 
MURST, nasce nel 2000 come centro di 
aggregazione tra mondo accademico e industria 
nel campo delle biotecnologie. Il centro è diretto 
dal Prof. Salamini, assistito da un Comitato 
Scientifico internazionale in cui compaiono due 
Premi Nobel, Renato Dulbecco e Werner Arber, 
e da un Consiglio per lo sviluppo industriale, con 
la partecipazione di una dozzina di importanti 
industrie europee. Diversi progetti sono in corso 
di attuazione, tra cui quello di Bioinformatica e 
Dinamica molecolare, diretto dalla Dott.sa 
Laura Belvisi, a cui partecipa il CILEA. I 
ricercatori del CISI coinvolti, oltre alla direttrice 
del progetto sono Luca Monticelli, Giorgio 
Colombo e la Prof.ssa Anna Bernardi. 
Scopi della ricerca 
Per svolgere la loro funzione nelle cellule 
viventi, le proteine devono essere ripiegate in 
una struttura tridimensionale ben definita, la 
cosiddetta struttura nativa. Il processo 
attraverso il quale una proteina raggiunge la 
sua struttura nativa si chiama folding, e la sua 
descrizione costituisce uno degli obiettivi più 
importanti della biologia moderna.  
La comprensione dei meccanismi di folding delle 
proteine è ritenuta particolarmente importante 
nell'era cosiddetta post-genomica, in quanto 
consentirebbe la previsione della struttura 
tridimensionale di una proteina a partire dalla 
sua sequenza amminoacidica, conoscibile dal 
genoma, senza fare ricorso a tecniche 
sperimentali (diffrazione di raggi X, risonanza 
magnetica nucleare) e quindi con enorme 
risparmio di tempo e denaro. Inoltre, è noto che 
diverse malattie neurodegenerative del sistema 
nervoso centrale (ad esempio le malattie da 
prione ed il morbo di Alzheimer) sono legate 
proprio ad un incorretto folding di determinate 
proteine; la comprensione del processo di folding 
contribuirebbe in maniera fondamentale allo 
studio di tali malattie.  
Nonostante i progressi tecnologici, non è stato 
finora possibile elucidare i meccanismi di folding 
attraverso metodi sperimentali, e quindi i 
metodi teorici e computazionali sono 
largamente utilizzati. Tra i diversi approcci 
teorici sviluppati particolarmente importanti 
sono i metodi di simulazione basati sulla 
meccanica molecolare; tali metodi consentono la 
descrizione del moto di molecole costituite da un 
grande numero di atomi partendo dai principi 
della meccanica classica ed utilizzando risorse 
computazionali molto inferiori rispetto a quelle 
richieste da calcoli quantomeccanici.  
Nonostante il continuo aumento di velocità dei 
processori e nonostante le approssimazioni 
introdotte nei metodi di meccanica molecolare, 
non è stato finora possibile simulare l'intero 
processo di folding, nemmeno per le proteine 
più piccole, utilizzando modelli all-atoms. Uno 
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dei maggiori problemi in questo tipo di studi è 
costituito dalla durata del processo stesso, che, 
nel caso di proteine, avviene su una scala molto 
più lunga di quanto si riesca a simulare con gli 
odierni calcolatori.  
Recentemente è stato possibile simulare il 
processo di folding di piccoli peptidi dotati di 
struttura secondaria a-elicoidale, mentre 
difficoltà molto maggiori si sono riscontrate nel 
caso di strutture di tipo b. La maggiore difficoltà 
incontrata nelle simulazioni di strutture b è 
spiegata dalla presenza di interazioni non locali 
(a lungo raggio) tra i diversi amminoacidi, 
interazioni che si formano in tempi molto più 
lunghi rispetto a quelle a corto raggio presenti 
nelle strutture di tipo a (10-100 volte maggiori).  
Peptidi con strutture di tipo b presentano 
notevoli difficoltà anche nello studio 
sperimentale, data la loro forte tendenza alla 
auto-aggregazione, che ne complica lo studio in 
soluzione. Tale tendenza si può manifestare 
negli organismi viventi con la formazione di 
placche amiloidi, la cui presenza è riscontrata, 
ad esempio, nelle malattie da prione e nel 
morbo di Alzheimer. Considerato il grande 
interesse della comunità scientifica per questo 
tipo di malattie, è stato  intrapreso lo studio del 
folding di peptidi con struttura b attraverso 
simulazioni di dinamica molecolare. 
Il pacchetto GROMACS 
Le simulazioni durante la prima fase di questo 
lavoro sono state compiute utilizzando il 
pacchetto open-source GROMACS (GROningen 
MAchine for Chemical Simulations) [2][3][4], 
inizialmente sviluppato dal gruppo di Herman 
Berendsen del Dipartimento di Chimica Biofisica 
dell’Università di Groningen. GROMACS è un 
pacchetto versatile per analisi di dinamica 
molecolare classica, ovvero la simulazione delle 
equazioni newtoniane del moto per sistemi con 
centinaia di migliaia di particelle. Questo 
software è particolarmente adatto allo studio di 
molecole di interesse biologico come proteine e 
lipidi, ma viene utilizzato anche per ricerche su 
sistemi non-biologici, come i polimeri, grazie al 
trattamento efficiente delle interazioni di non-
legame. 
GROMACS è un pacchetto ad alte prestazioni, 
grazie ad un grosso sforzo di ottimizzazione 
degli algoritmi di calcolo per le diverse 
architetture supportate. Questo è 
particolarmente vero per calcolatori con 
processori IA-32, per i quali sono fornite 
routines estremamente veloci in Assembly.  
Per questo è stato utilizzato inizialmente  su 
due cluster di tipo Beowulf [5] in dotazione 
all’Istituto di Chimica del Riconoscimento 
Molecolare del CNR di Milano, messi a 
disposizione dal Dr. Giorgio Colombo. Il primo 
costituito da 6 PC biprocessori AMD Athlon XP 
1600 e 1800MHz e  1GB di RAM, con sistema 
operativo Linux RedHat 7.2, e connessioni fast 
ethernet. Il secondo formato da dieci nodi 
biprocessori Intel Pentium III a 800 MHz, con 
128 MB di RAM, Linux RedHat 7.0 e connessioni 
sempre fast ethernet. 
I test effettuati mostrano ottime prestazioni 
quando si lavora su un singolo nodo (dell’ordine 
delle 2.2 ore CPU per nanosecondo di 
simulazione sul primo cluster, circa il doppio per 
il secondo), ma estremamente penalizzanti 
quando si lavora in modalità parallela su più 
nodi.  Dovendo  compiere numerose simulazioni 
di diverse centinaia di nanosecondi era quindi 
opportuno l’utilizzo di una macchina con alta 
scalabilità, come l’HP Superdome in dotazione 
al CILEA [6]. 
E’ stata quindi installata la versione 3.1.4 di 
GROMACS sul server galileo.cilea.it, e sono 
stati compiuti alcuni test allo scopo di 
ottimizzarne le performances. Dopo i primi 
risultati piuttosto sconcertanti per quanto 
riguarda la scalabilità con più di due processori, 
un profiling MPI della simulazione ha mostrato 
che GROMACS risulta estremamente pesante in 
termini di comunicazione multiprocessore (cosa 
che per inciso spiega le pessime prestazioni sui 
cluster Beowulf), ed è stata quindi compiuta 
un’attenta analisi parametrica di ottimizzazione 
dell’ambiente di calcolo. Il salto di qualità è 
arrivato solo con la fornitura da parte dell’HP di 
nuove librerie HP-MPI, versione 1.8.0. Queste 
librerie sono le prime che permettono di 
sfruttare per connessioni MPI il protocollo 
proprietario HyperMessaging Protocol (HMP), 
che fornisce minor latenza e minor CPU 
overhead rispetto al tradizionale TCP. 
I risultati per quanto riguarda GROMACS sono 
stati notevoli, come esemplificato in Fig.1 per 
una delle simulazioni effettuate, permettendo 
ottime scalabilità, almeno fino ai 32 processori 
testati (in condizioni di produzione non ci è stato 
possibile effettuare prove ad un numero 
maggiore di processori). Quindi, nonostante le 
prestazioni monoprocessori sul PA-RISC PA8700 
siano inferiori rispetto a quelle dell’ Athlon 
1800MHz, per la cura particolare del codice 
GROMACS verso quest’ultima architettura, la 
maggior scalabilità  consente un risparmio sulle 
singole simulazioni calcolabile in termini di 
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settimane. Rimane  ancora poco chiaro perché 
per basso numero di processori le nuove librerie 
MPI diano prestazioni peggiori delle precedenti. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 – Durata della simulazione GROMACS 
denominata RN24-cutoff sulla macchina HP 
Superdome al variare del numero dei 
processori con diverse scelte per le librerie HP 
MPI. 
 
I primi risultati 
Lo studio di peptidi costruiti ad hoc per 
assumere in maniera autonoma specifiche 
conformazioni di folding è utilissimo per 
comprendere le preferenze strutturali delle 
proteine. Per esempio, simili modelli sono stati 
essenziali nel passato per comprendere la 
relazione tra sequenza amminoacidica, 
lunghezza e stabilità delle a-eliche.   
Per quanto riguarda le strutture di tipo b, un 
ottimo punto di partenza per indagini di questo 
tipo è la molecola costruita e studiata da De 
Alba e collaboratori [7], denominata Beta3. Si 
tratta di un peptide lineare costituito da 20 
residui con una forte tendenza ad ripiegarsi 
autonomamente in soluzione acquosa in un 
foglietto monomerico b antiparallelo a tre strati 
(Fig. 2). La sua progettazione da parte dei 
ricercatori dell’Istituto di Struttura della 
Materia di Madrid, si è basata su una scelta 
razionale della sequenza dei residui compiuta 
tenendo conto di diversi criteri: propensione 
degli aminoacidi a costruire foglietti b, criteri di 
solubilità ed analisi delle possibili interazioni tra 
diverse unità. Il peptide è stato studiato con 
metodi NMR, per verificarne l’effettiva struttura 
b. I risultati sperimentali forniti sono essenziali 
per il confronto con le simulazioni, mirate a 
comprendere i meccanismi che portano la 
molecola ad un ripiegamento di questo tipo. 
 
 
 
 
 
Fig. 2 –   Rappresentazione schematica degli atomi del 
backbone del peptide Beta3, progettato da 
De Alba e collaboratori [7], in diversi istanti 
della simulazione; il colore giallo indica la 
presenza della geometria ideale di tipo 
foglietto-b, le linee tratteggiate la presenza 
di legame a idrogeno. Il peptide è stato scelto 
per la sua forte tendenza a dare strutture di 
tipo beta in soluzione acquosa. I  risultati 
dei calcoli sono in buon accordo con i dati 
sperimentali pubblicati [7], e confermano la 
presenza di strutture di tipo foglietto-b. 
 
 
Diverse simulazioni di dinamica molecolare 
sono state effettuate (e sono ancora in corso) 
utilizzando il software GROMACS ed una 
rappresentazione esplicita del solvente acquoso; 
tale rappresentazione richiede tempi di calcolo 
molto lunghi ma garantisce un’accuratezza 
molto superiore a quella ottenibile con modelli 
di solvente implicito o in assenza di solvente. 
L’esame dei dati è solo agli inizi, ma i risultati 
appaiono comunque in buon accordo con i valori 
sperimentali (Figg. 2 e 3), e in particolare 
confermano la stabilità della struttura di tipo 
foglietto-b. 
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Fig. 3 – Rappresentazione “all-atoms” della 
conformazione piu' stabile del peptide Beta3; 
il colore giallo indica la presenza della 
geometria ideale di tipo foglietto-b. Il peptide 
è flessibile in soluzione acquosa, ed assume 
una struttura secondaria di tipo foglietto-b 
(prossima a quella ideale) per circa il 32% 
della durata della simulazione. Tale struttura 
e' necessaria per l'autoaggregazione del 
peptide, che si osserva sperimentalmente ad 
alte concentrazioni, e che avviene per 
impaccamento dei foglietti beta. 
 
 
Il peptide in esame assume durante la 
simulazione diverse conformazioni che sono 
state analizzate in base a diversi criteri, quali 
l’energia potenziale, il raggio di girazione e la 
deviazione quadratica media (RMSD) delle 
coordinate atomiche rispetto alla struttura 
media determinata sperimentalmente. Metodi di 
cluster analysis sono stati utilizzati per la 
determinazione quantitativa della similitudine 
tra le diverse conformazioni campionate durante 
la simulazione e per facilitare lo studio 
dell’evoluzione temporale del sistema.  
La Fig. 4 mostra l’andamento durante il tempo 
della simulazione del raggio di girazione e 
dell’RMSD rispetto alla struttura determinata 
sperimentalmente. Partendo da una struttura 
già molto simile a quella sperimentale, il pep-
tide mostra variazioni delle grandezze in esame 
relativamente piccole; questo indica una grande 
stabilità della conformazione b, anche in una 
scala di tempi estremamente lunga. L’analisi 
dettagliata della traiettoria simulata rivela che 
nonostante la somiglianza della struttura ini-
ziale rispetto a quella sperimentale, molte delle 
interazioni caratteristiche della struttura se-
condaria di tipo beta si formano soltanto dopo 
250 ns di simulazione; in particolare, la strut-
tura che più assomiglia a quella sperimentale si 
forma solo dopo 280 ns, ed è campionata soprat-
tutto fra i 300 ed i  400 ns. Nessuna delle con-
formazioni campionate, presa singolarmente, 
può essere considerata una rappresentazione 
soddisfacente della struttura del peptide nello 
stato di equilibrio; soltanto l’insieme di tutte le 
strutture campionate in 500 ns di dinamica 
molecolare  fornisce una descrizione realistica 
del sistema in esame, in buon accordo con i dati 
sperimentali. Questo rende evidente la neces-
sità di utilizzare strutture di calcolo come quelle 
messe a disposizione del CILEA, in quanto tali 
tempi di simulazione corrispondono a circa 70 
giorni di calcolo usando 8 processori sulla 
macchina HP SuperDome.  
Per quanto riguarda gli sviluppi futuri, sono 
previste simulazioni con altri codici di dinamica 
molecolare, come AMBER [8], a scopo di 
confronto, così come analisi delle prestazioni di 
GROMACS su architetture Itanium2. 
 
 
 
 
 
Fig. 4 – A. Rappresentazione della deviazione 
quadratica media delle coordinate degli 
atomi (RMSD) del peptide Beta3 durante 
una simulazione di dinamica molecolare 
(calcolata sugli atomi del backbone, 
rispetto alle coordinate iniziali).  
B. Rappresentazione del raggio di girazione 
dello stesso peptide in funzione del tempo 
di simulazione.  
La durata della simulazione e' di 500 ns.  
 
 
Nuovi filoni di indagine, alcuni dei quali di 
interesse industriale, come lo studio di 
potenziali interruttori molecolari, sono in corso 
di definizione e verranno intrapresi nel 2003.  
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